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treatment of trypanosomiases, in particularly for treating Chagas disease. 

(57) Abrege : L'invention a pour objet 1* utilisation de la canthin-6-one des extraits de plantes la contenant, en particulier de la 
canthin-6-one sous forme d' un extrait de Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium, et de certains de ses derives pour la fabrication 
d'un medicament destine* au traitement des trypanosomiases, en particulier au traitement des trypanosomiases. 
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UTILISATION DE LA CANTHIN- 6-ONE , DES EXTRAITS DE PLANTES LA CONTENANT ET DE 
SES DERIVES DANS LE TRAITEMENT DES TRYPANOSOMIASES 

L'invention a pour objet 1'utilisation de la canthin-6-one, des extraits de 
5 plantes la contenant et de certains de ses derives pour la fabrication d'un medicament 
destine au traitement des trypanosomiases, en particulier au traitement de la maladie de 
Chagas. 

En Am£rique Latine, environ 90 millions de personnes vivent dans des 
regions ou la maladie de Chagas est end&nique. Environ 1 8 a 20 millions de personnes 
10 sont deja infect6es par P agent responsable de cette maladie : Trypanozoma 
(Schizotrypanum) cruzi. 

Les traitements chimioth&rapeutiques de cette maladie reposent a ce jour 
sur deux families de molecules : les nitrofuranes, comme par exemple le nifurtimox, et les 
nitroimidazoles, comme par exemple le benznidazole. Ces composes peuvent avoir une 
15 efficacite sur la maladie de Chagas au d6but de P infection, mais ils en ont peu ou pas du 
tout sur cette maladie lorsque Trypanosoma cruzi s'est install^ dans l'organisrne et que la 
maladie a pris un caractere chronique. 

A ce stade, cette maladie est consid&ree a ce jour comme incurable. 
Les traitements au nufurtimox et au benznidazole sont en outre 
20 confronts k Tapparition de souches r6sistantes de Trypanosoma cruzi, ce qui diminue 
encore leur efficacite dans la phase premiere de la maladie de Chagas. Enfin, ces deux 
molecules ont des effets secondaires non nSgligeables tels que Panorexie, les 
vomissements, la neuropathie p&riph&ique et la dermopathie allergique. 

Le besoin se faisait done sentir d'un traitement de la maladie de Chagas 
25 qui soit efficace tant dans la premiere phase de la maladie, ou Trypanosoma cruzi est 
present essentiellement dans le sang, que dans la seconde phase de cette maladie, ou Ton 
trouve Tryponosoma cruzi essentiellement dans les organes : coeur, syst&ne digestif. 

La canthin-6-one est un compost connu qui a 6t6 isole a partir de plantes 
telles que : Ailanthus altissima (Simaroubaceae) par Ohmoto et aL, Chem. Pharm. Bull., 
30 1976, 24, 1532-1536 ; Brucea antidysenterica (Simaroubaceae) par Fukamiya et al, Planta 
Med., 1987, 53, 140-143 ; Eurycoma harmandiana (Simaroubaceae) par Kachanapoom et 
al, Phytochemistry, 2001, 56, 383-386 ; Peganum nigellastrum (Zygophyllaceae) par Ma 
etal, Phytochemistry, 2000, 53, 1075-1078. 

La canthin-6-one a 6t6 identiftee dans un extrait de Zanthoxylum 
35 elephantiasis (Rutaceae) par Mitscher et ai 9 Lloydia, 1972, 35, 177-180. 

Des activity th&rapeutiques de la canthin-6-one ou d'extraits v^getaux la 
contenant ont 6t€ rapport^es dans les indications suivantes : 
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le traitement de la malaria par Kordono et al, J. Nat Prod., 1991, 54(5\ 
1360-1367 ; comme agent antitumoral, par Fukamiya et al 9 Planta Med., 1987, 53(2\ 140- 
143 ; comme agent antifongique par Mitscher et al, Lloydia, 1972, 35(2\ 177-180. 

Zanthoxylum chiloperone, d'ou Ton a extrait la canthin-6-one pour la 
5 mke en oeuvre de T invention, est connu pour son utilisation en medecine traditionnelle 
comme antiinflammatoire, comme antipyrrh6tique, contre les rhumatismes et comme 
antiparasitaire general. 

Toutefois, rien dans Tart ant&ieur ne laissait supposer que la canthin-6- 
oioe 6tait susceptible de constituer un traitement de la maladie de Chagas, tant dans sa 
10 phase premiere ou aigue que dans sa phase chronique. 

L'invention a done pour objet Putilisation de la canthin-6-one, d'extraits 
de plante la contenant et de certains de ses derives qui seront d^finis ci-dessous pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement des trypanosomiases, en particulier le 
traitement de la maladie de Chagas. 
15 La canthin-6-one a 6te isolee a partir de T^corce du tronc d'une rutacSe 

identifide comme Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium, 

Cette plante a 6t6 r£colt£e au Paraguay, pres de Piribebuy dans le 
d6partement de Cordillera. Un exemplaire de cette plante a ete enregistre aupres de 
THerbarium de la Faculty de Chimie d' Asuncion au Paraguay sous le numero AF917. 
20 Par un precede qui sera dScrit ci-dessous ont ete isoles plusieurs extraits 

de Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium. On a egalement isole la canthin-6-one 
elle-meme a partir de cette plante. Toutefois on peut egalement mettre en ceuvre 
Tinvention a partir de canthin-6-one isolee des autres plantes qui la contiennent et qui ont 
6t6 6numerees plus haut. On peut egalement utiliser des extraits de Ailanthus altissima, de 
25 Brucea antidysenterica, d'Eurycoma harmandiana, de Peganum Nigellastrum ou de 
Zanthoxylum elephantiasis la contenant pour mettre en oeuvre Tinvention. 

Selon un mode prSfere de realisation de Tinvention les extraits de 
Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium et Tisolement de la canthin-6-one ont et£ 
realises suivant un proced£ comportant une premiere etape qui consiste a broyer les 
30 ecorces sech£es du tronc de Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium puis a les traiter 
par une solution alcaline aqueuse, comme par exemple par une solution aqueuse 
d'ammoniaque. 

Le melange obtenu est extrait par un solvant organique chlore comme par 
exemple du dichlorom6thane. 
35 La canthin-6-one peut ensuite etre isol£e et puriftee par des moyens bien 

connus de lliomme du metier tels que T extraction, le lavage, la chromatographic, la 
precipitation, la recristallisation. 
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Le meme proc6d6 ou un proc£d6 analogue peut etre utilise sur d'autres 
plantes contenant la canthin-6-one pour en obtenir des extraits comprenant la canthin-6- 
one ou pour isoler ce compost 

D'autres compos6s derives de la canthin-6-one peuvent etre isoles des 
plantes cities ci-dessus par des m6thodes analogues. On peut egalement preparer des 
derives de la canthin-6-one par* des m6thodes de syntheses bien connues de rhomme du 
m6tier en utilisant comme produit de depart la canthin-6-one ou tout autre compost 
approprte. En particulier, Tinvention concerne les derives r^pondant & la formule (I) ci- 
dessous et leur utilisation pour la fabrication d'un medicament destine au traitement d'une 
trypanosomiase : 

Ra R i 




Dans la formule (I), Ri, R 2 , R3, R4, R5, R*, R7, Rs represented 
independamment Tun de F autre : 

• un atome d'hydrogene, 

15 • un groupement alkyle en Q-C12 lineaire, ramifi6 ou cyclique, satur<§ 

ou insatur6, 

• un atome d'halog&ne choisi parmi le chlore, le fluor, le brome et 

Piode, 

• un groupement halogenoalkyle en C1-C12 dont la chaine alkyle peut 
20 Stre lin£aire, ramifiee ou cyclique, saturee ou insatur^e, et le ou les atomes d'halogSne sont 

choisis parmi le fluor, le chlore, le brome et Tiode, 

• une fonction hydroxyle, 

• une fonction nitro -NO 

• une fonction cyano -CN 
25 • une fonction -SH 

• une fonction acide carboxylique — COOH 

• une fonction amide -CONH 2 

• une fonction amine -NH2 

• une fonction alcoxy en C1-C12 dans laquelle le groupement alkyle 
30 peut etre lin6aire, ramifte ou cyclique, satur6 ou insatur6, 
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• une fonction ester d'alkyle en Ci-Ci 2j dans laquelle le groupement 
alkyle peut 6tre lindaire, ramifte ou cyclique, satur£ ou insatur£ 

• une fonction alkyl amide secondaire ou tertiaire dans laquelle le ou 
les groupements alkyle en C1-C12 peuvent etre lin£aires, ramifies ou cycliques, saturSs ou 

5 insatur^s, 

• une fonction alkylamine secondaire ou tertiaire dans laquelle le ou 
les groupements alkyle en C1-C12 peuvent etre lin^aires, ramifies ou cycliques, satures ou 
insatur6s, 

• une fonction alkylthio en C1-C12, dans laquelle le groupement alkyle 
1 0 peut etre lineaire, ramifte ou cyclique, sature ou insatur6 

• un groupement h6t6rocyclique en C2-C6 comportant 1 a 4 
heteroatomes choisis parmi le soufre, P azote et Foxygene, 

• un groupement -S0 2 -NR'R > ' ou un groupement -NR'-S0 2 -R''dans 
lesquels R 9 et R " represented ind£pendamment Tun de F autre un groupement alkyle en 

15 C1-C12 lin6aire, ramifte ou cyclique, sature ou insatur6 ; 

n represente 0 ou 1 ; 

R represente un groupement alkyle en C1-C12 lineaire, ramifie ou 
cyclique, sature ou insatur£, 

X' represente un anion qui peut etre choisi parmi les anions mineraux ou 
20 organiques tels que par exemple Pion CI", l'ion Br", l'ion F, Fion S~, Pion PO3", Pion NO3", 
l'ion acetate, l'ion oxalate, Tion tartarate, Tion succinate, Tion maleate, Tion fumarate, Tion 
gluconate, Tion citrate, Tion malate, l'ion ascorbate, l'ion benzoate. 

La canthin-6-one correspond a la formule (I) dans laquelle : 
Ri = R 2 = R 3 = R4 = R5 = R6= R7 = Rs = H et n=0. 
25 L'invention a done pour objet un compost repondant a la formule (I) 

telle que d6finie ci-dessus, dans laquelle Tun au moins de Ri, R2, R3, R4, R5, R6, R7 et Rs 
est different de H ou alors dans laquelle n=l . 

Elle a egalement pour objet un medicament, comprenant un compost 
repondant h la formule (I) telle que definie ci-dessus, dans laquelle Tun au moins de Ri, 
30 R2, R3, R4, Rs, R6, R7 et Rg est different de H, ou alors dans laquelle n=l, dans un support 
pharmaceutiquement acceptable. 

Pref6rentiellement, Pinvention a pour objet Tun des composes de 
formule (I) dans laquelle Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont remplies : 

R 3 represente un groupement NH2 ou un groupement alkylamine en 
35 C1-C12 ou un groupement alkylamide en C\-Cn ou un h£t6rocycle en C2-C6 comprenant au 
moins une fonction amine ; 

R4 represente un groupement hydroxyle ou un groupement alcoxy en 

C r C 12 ; 
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- Ri = R 2 = Rs = = R? = Rs = H. 

Encore plus preferentiellement, Pinvention a pour objet Tun des 
composes de formule (I) dans laquelle Pune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 
remplies : 

5 R3 repr^sente un groupement NH 2 ou un groupement alkylamine en 

C1-C6 ou un groupement alkylamide en C1-C6 ou un h£terocycle en C 2 -C6 comprenant au 
moins une fonction amine ; 

R4 repr6sente un groupement hydroxyle ou un groupement alcoxy en 

Q-C6 ; 

10 - Ri = R 2 = R 5 = R^= R? = Rs = H. 

Encore plus preferentiellement, Pinvention a pour objet Pun des 
composes de formule (I) dans laquelle Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 
remplies : 

R3 repr6sente un groupement NH 2 ; 
15 R4 represente un groupement OCH3 ; 

- Ri = R2 = R 5 = R^=R7 = R8 = H. 

Selon une autre variante pr6f£r£e de Pinvention, le compost de 
Pinvention est choisi parmi les composes de formule (I) dans laquelle Ri = R 2 = R3 = R4 = 
R 5 = R6= R7 = R8 = H et n=l. Selon cette variante, avantageusement, R est un groupement 
20 alkyle en Ci-C 6 .Encore plus avantageusement R est choisi parmi les groupements m&hyle 
et ethyle. 

De fa9on avantageuse, le compost de formule (I) est choisi parmi : 

- la 4-amino canthin-6-one ; 

- Piodure de N-m6thyl canthin-6-one ; 
25 - la 5-methoxy canthin-6-one. 



Les molecules de Pinvention peuvent §tre obtenues en suivant Pune des 
voies de synthese r£sum6es dans les sch&nas ci-dessous. Les exemples de preparation 
donn£s dans la partie experimental illustrent egalement des voies d'acces a ces composes. 
30 L* adaptation de ces voies de synthese aux differents produits repondant a la formule (I) fait 
appel aux connaissances generates de Phomme du metier. 
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Schema 1 : 




(b) 



R 5 H 



R 4 



COOH 

3 



?8 ?8 

R 7>2^ >^-R2 (c.d.e) R 

I o / 

R 4 




Legende : (a) anhydride succinique substitue ; (b) formation 
d'oxazoles substitues ; (c) reaction d'aza-Diels-Alder ; (d) deshydratation ; (e) 
oxydation de la liaison 4-5. 

Schema 2 : 



10 




R 2 



15 



amine primalre. 



Legende : (a) voir exemple 2 ci-dessous ; (b) modifications de la fonction 



Sch&na 3 : 




Legende : (a) oxydation en quinone ; (b) reduction ; (c) 
d6rivatisations ou modifications des hydroxyles. 
20 On connait deux formes de trypanosomiases, l'une est causae par Tagent 

Trypanosoma brucei et est plus connue sous le nom de maladie du sommeil, 1'autre est 
causae par Fagent Trypanosoma cruzi et est connue comme la maladie de Chagas. 
L'invention s'int£resse pr£f£rentiellement k la preparation d'un traitement efficace contre 
Trypanosoma cruzi. 

25 La canthin-6-one a montr£ dans les tests d 5 activity qui sont exposes en 

detail ci-dessous une efficacit£ 6tonnante contre Trypanosoma cruzi, en particulier a des 
doses dix fois plus faibles que les doses auxquelles le benznidazole est efficace. 



WO 2004/050092 



PCT/FR2003/003459 



Selon F invention, la canthin-6-one, des extraits de plantes la contenant, 
ou des d6riv6s de la canthin-6-one, tels que ceux rEpondant k la formule (I)d6finie ci- 
dessus, seront mis en oeuvre pour traiter des individus infectes par une typanosomiase, en 
particulier pour traiter des individus infectes par Trypanosoma cruzi, a une dose comprise 
5 entre 0,01 et 100 mg/kg/j de canthin-6-one ou d'un d6riv6 de formule (I), de preference 
entre 0,1 et 50 mg/kg/j, encore plus pr6f6rentiellement entre 1 et 20 mg/kg/j. 

Avantageusement, le traitement sera formula sous forme de doses 
quotidiennes comprenant de 0,2 mg a 1 g de canthin-6-one ou d'un derive de formule (I), 
pr6ferentiellement de 2 a 500 mg, encore plus prEf&rentiellement de 5 a 200 mg. 
10 La canthin-6-one, les extraits de plantes la contenant et ses derives de 

formule (I) peuvent Stre administrEs par voie orale ou parentErale, associEs k tout vEhicule 
pharmaceutique approprte. PrefErentiellement, la canthin-6-one les extraits de plantes la 
contenant et ses d6riv6s de formule (I) sont administrEs par voie orale. 

L'invention sera mieux comprise a Faide des exemples suivants destines 

15 al'illustrer. 

EXEMPLES : 
Materiel et m|thode§ 

Les spectres UV ont 6t6 obtenus sur un spectrometre Philips PU 8720. Les spectres IR 
ont 6te mesures sur un spectrometre Perkin-Elmer 257 dans des pastilles de KBr. Les 
20 spectres NMR *H et 13 C (CDCI3) ont 6t€ obtenus sur un appareil Bruker AC-200 or AC- 

400 a une frequence de respectivement 200 et 50 MHz ou de 400 et 100 MHz, 
respectively. Les EIMS et CIMS (methane) ont 6te mesures sur un spectrometre Nermag 
R10- 10C. La CLHP semi-preparative a 6t6 faite a l'aide d'un d&ecteur Waters 590 reli6 a 
un enregistreur ABB SE 120, avec un systeme Millipore-Waters (Milford MA, USA) 
25 Equipe d'une pompe 590, d'un injecteur SSV, et d'une colonne Prepak 1000 Millipore 
Cig. 

Exemple 1 : Isolement de la canthin-6-one et de la 5-m6thoxv- 

canthin-6-one ; 

Le procEde d' extraction des Ecorces de Zanthoxylum chiloperone est 
30 reprEsente sur la figure 1 : 

L'Ecorce sechEe du tronc de Zanthoxylum chiloperone (1,9 kg) est traitEe 
au dichloromEthane dans un appareil Soxhlet pour donner, aprEs Evaporation du solvant 
44g d'extrait de plante. Cet extrait est redissout puis purifte par chromatographie flash sur 
colonne de silice en utilisant un melange acetate d'Ethyle/dichloromEthane (8 : 2) comme 
35 Eluant. On rEcupere 9 fractions de 250 ml chacune, numErotEes 1 a 9 dans Fordre dilution. 
Les fractions f3b a f$ sont combines pour donner 3,2 g de la canthin-6-one apr&s 
Evaporation des solvants et cristallisation dans FacEtone. 
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La fraction f6 est purifiee par CLHP preparative en utilisant comme 
solvant un melange de methanol et d'eau (7 : 3) pour dormer 150 mg de 5-m6thoxy- 
canthin-6-one aprSs cristallisation dans Pac6tone. 




Canthin-6-one 
C 14 H 8 N 2 0 : 220 

La canthin-6-one cristallise dans l'ac6tone sous forme d'aiguilles jaune 



pale. 



10 Le point de fusion (PF), determine sur banc de Kofler, est de 1 62°C. 

Spectre UV : MeOH max nm (log e) (dans le MeOH a 0,05g/l) : 225 
(1,70), 251 (1,35), 260 (1,40), 268 (1,40), 362 (1,33), 379 (1,29) ; (+ HC1 0,5N) : 225 (Non 
determinable), 266 (1,49), 273 (1,49), 304 (1,56), 360 ; (+ NaOH IN) : 225 (Non 
determinable), 251 (1,54), 259 (1,55), 267 (1,50), 362 (1,33), 379 (1,29). 
1 5 Spectre IR : 1665, 1630 cm" 1 

Spectre RMN *H : 400 MHz (CDC1 3 ) _ ppm : 6,90 (d, 1H, J= 9,8 Hz, 
H 5 ) ; 7,50 (td, 1H, J= 8,5 ; 7,5 et 1 Hz, H 10 ) ; 7,70 (td, 1H, J= 8,2 ; 8,5 et 1Hz, H 9 ) ; 7,90 
(d, 1H, J= 5 Hz, Hi) ; 8,00 (d, 1H, J= 9,8 Hz, H4) ; 8,10 (dt, 1H, J= 7,5 et 1 Hz, H n ) ; 
8,65 (dt, 1H, J= 8,2 et 1 Hz, H 8 ) ; 8,80 (d, 1H, J= 5 Hz, H 2 ). 
20 Spectre RMN 13 C : 50MHz (CDC1 3 ) _ ppm : 1 16,4 (CjH), 1 17,2 (C 8 H), 

122,6 (C n H), 124,3 (C 12 ), 125,7 (d 0 H), 129,0 (C 5 H), 130,1(C, 3 ), 130,7 (C 9 H), 131,9 
(C 14 ), 136,2 (C 3a ), 139,3 (C 7a ), 139,6 (C 4 H), 145,9 (C 2 H), 159,0 (C 6 ). 

Spectre de masse : [fragment ion] m/z (%) [M+Na] + 243 (100%) 
Analyse elementaire : C : 76,42 ; H : 3,68 ; N : 12,86 %. 
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Exemple 2 : Procede de svnthese de d&riv6s de la canthin-6-on e 



4-amino canthln-6-one : 




C 14 H 9 N 3 0 - PM 235 

5 La canthin-6-one (100 mg - 0,45 mmol) est mise en suspension dans une 

solution satur6e d'azoture de sodium (50 mL). Du dim6thylformamide est ajoutS jusqu'a 
Pobtention d'une solution limpide. Un excds de bromuxe de zinc est addition^ (1 g) et le 
milieu port6 k reflux jusqu'£ consommation du produit de depart (r6action suivie par 
chromatographic sur couche mince, CHbCk/MeOH 9:1). Le milieu reactionnel refroidi est 

10 largement dilu6 par de Peau puis extrait au dichlorom&hane (4 fois). Les phases 
organiques r6unies sont s£ch6es (Na2SC>4) puis concentres sous pression r6duite. La 4- 
amino canthin-6-one est puriftee par chromatographie « flash » sur colonne de silice (0,3 
bar, elution : CH 2 Cl2/MeOH 95:5), 74 mg (70 %). 

On obtient un solide poudreux jaune : spectre RMN *H (400 MHz, 

15 CDC1 3 ) : 5 ppm, 4,9 (s, 2 H) ; 7,0 (s, 1 H) ; 7,5 (t, J= 7,6 Hz, 1 H) ; 7,7 (m, 2 H) ; 8,05 (d, 
J = 7,6 Hz, 1 H) ; 8,65 (d, J= 8,1 Hz, 1 H) ; 8,7 (d, J= 5,1 Hz, 1 H) ; spectre RMN 13 C 
(100 MHz, CDCI3) 5 ppm, 106,8 ; 112,0 ; 117,0 ; 122,6 ; 125,7 ; 125,8 ; 126,5 ; 129,1 ; 
130,1 ; 138,8 ; 139,1 ; 142,4 ; 145,9 ; 156,2 ; spectre Infra-rouge (v, cm" 1 ) : 3254, 1673, 
1612, 1580, 1556, 1443, 1333, 1313 ; spectre de masse (<§lectrospray, m/z) : 236 [M+H*] ; 

20 PF (CH2CI2) : 199-200 °C ; R f = 0,6 (CH 2 Cl 2 /MeOH 9:1). 



Iodure de iV-m6thyI canthin-6-one 




Ci 5 HnlN 2 0- PM 362 
La canthin-6-one (100 mg - 0,45 mmol) est mise en solution dans de 
25 Piodure de methyle (1 mL). La solution est agit£e a temperature ambiante jusqu'a 
consommation du produit de depart (reaction suivie par chromatographie sur couche 
mince, CH 2 Cl2/MeOH 9:1). Le pr£cipit6 est recueilli par filtration et lav6 au 
dichlorom&hane (150 mg - 90 %). 
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On obtient une poudre orange, spectre RMN l H (400 MHz, DMSO-rf<y) : 
6 ppm, 4,6 (s, 3 H) ; 7,4 (d, J = 10,0 Hz, 1 H) ; 7,7 (t, J = 7,7 Hz, 1 H) ; 8.0 (t, J= 7,8 Hz, 1 
H) ; 8,6 (m, 3 H) ; 8,9 (d, J= 6,3 Hz, 1 H) ; 9,1 (d, J= 6,3 Hz, 1 H) ; spectre RMN 13 C 
(100 MHz, CDC1 3 ) 8 ppm, 44,3 ; 116,8 ; 119,1 ; 122,5 ; 125,7 ; 127,4 ; 127,5 ; 130,2 ; 
5 133,3 ; 133,7 ; 134,7 ; 136,1 ; 141,4 ; 142,7 ; 158,0 ; spectre Infra-rouge (v, cm" 1 ) : 1684, 
1655, 1340, 1257, 1142 ; spectre de masse (Slectrospray, m/z) : 235 [M+] ; PF (CH 2 C1 2 ) : 
240 °C. 

Exemple 3 ; MSthodologie des essais in vivo sur Tryyanosoma cruzi 

en phase aigue : 

10 Animaux et parasites : Les souris de type Balb/c sont elev^es dans 

l'animalerie de l'lnstitut ^Investigations des Sciences Medicales (IICS, Asuncion, 
Paraguay) et sont ag£es de 6 k 8 semaines lors des protocoles experimentaux. 

Pour ces essais, la souche CL (clone Brener) de T. cruzi est employee sous 
la forme circulante du parasite (trypomastigotes). Les animaux sont infect6s par voie 

15 intraperiton^ale avec 5000 parasites, cette souche produit son pic de parasites 21 a 25 jours 
apres Tinfection. Chaque semaine le nombre de parasites est contrdle par prSlevement 
sanguin au niveau de la queue de la souris. 

Infection et traitement : Les traitements avec le benznidazole, le 
medicament de reference et la canthin-6-one d^butent 11 jours apr£s l'infection parasitaire a 

20 raison de 50 mg/kg ou 200 mM/kg pour le benznidazole et a la concentration de 5 mg/kg ou 
20 mM/kg pour la canthin-6-one. La dur£e des traitements est fix6e a deux semaines et la 
voie d' administration choisie est la voie orale pour le benznidazole et la canthin-6-one, par 
ailleurs un groupe de souris est traits avec la canthin-6-one par voie sous cutan^e. Les souris 
non trait6es et infect^es re?oivent 100 ^1 d'une solution saline phosphatee tamponn6e. 

25 Criteres devaluation de l'efficacit6 des traitements : 

- comptage hebdomadaire du nombre de parasites circulant dans le sang 
p&ripherique pendant la dur6e de P experimentation, soit 10 semaines. 

- observation de la mortality, 

- deux Evaluations serologiques, 40 jours post-infection soit 15 jours 
30 apres cessation du traitement et 68 jours post-infection soit 45 jours post-traitement. 

L'Svaluation s^rologique est effectuee a 1'aide d'un test ELISA (enzyme linked 
immunoassay) kit Chagas, IISC, Asuncion. Les density optiques sont mesur^es avec un 
lecteur de plaques ELISA (Titerek, Unistan, I). 

Etudes statistiques : La moyenne et les deviations standard de chaque 
35 groupe sont calcutees, les differences entre les groupes sont d6termin6es par le test de 
Student et le test non-param&rique d' analyse de variance de Kruskal-Wallis. Les 
comparaisons s'effectuent entre le groupe non traits et les groupes trait6s, P<0,05. 
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Les r6sultats sont exposes dans les tableaux I et II et sur les figures 2, 3 et 

4. 

TABLEAU I 

5 

Efficacite de la canthin-6-one, du benznidazole sur des souris infect£es 
experimentalement avec Trypanosoma cmzi 

Evaluation parasitologique (Nombre de parasites ± Deviation standard) 



Jours post- 
infection 


Temoins non 

traites 

(11 = 8) 


Benznidazole 
(n = 8) 


Cantbin-6-one 
Oral(n = 7) 


Canthin-6-one 
Sous cutande 
(n=8) 


4 


0 


0 


0 


0 


11* 


90.9=1=257 


0 


0 


0 


18* 


313.6 ±468.7 


34.9 ±98.6 


286 ±515.9 


766.3 ±719.2 


25* 


387.3 ±671.1 


250.1 ± 503.5 


402 ±837.7 


88.4 ±142.9 


32 


242.1 ± 553.2 


296.8 ±625.5 


426.2 ±664.5 


267.5 ±546.5 


39 


870.5 ±1902.1 


118.3 ±192.9 


36.6 ±58.4 


2077.1 ±2214.2 


45 


835.8 ±1022.7 


300.8 ±43 1.6 


34.4 ±76.9 
P=0.05 


314.1 ±499.3 


53 


1273.3 ± 1647.8 


23.3 ± 65.8 
P=0.01 


58.4 ±80.6 
P=0.05 


473.4± 921.9 


60 


1050.1 ±2605.5 


65.3 ±93.2 


16 ± 35.8 
P<0.05 


129.9 ± 194.4 


68 


1 144.1 ± 1641.9 


9.4 ±26.5 
P=0.03 


0 

P=0.02 


34.9 ±98.6 
P=0.03 



10 

* Periode de traitement (deux semaines) 
n = nombre de souris 



15 



20 



25 
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TABLEAU n : 

5 Effet du traitement avec la canthin-6-one ou du benznidazole sur des souris Balb/c 
infect^es avec T. cruzl 
Evaluation s&ologique (test ELISA) 



Traitement 


Nb 
Souris 


Voie 
adm. 


l a serologic ® 


S6rologie 
negative/ 
survivant 


2 a serologic V 


Serologic 
negative/ 
survivant 


Temoins 
non trails 
(PBS) 


8 


Oral 


0.3985 ± 
0.092 


0 / 8 (0%) 


0,1598 ± 0,382.3 


0 / 8 (0%) 


Benznidazole 
(medicament 
de reference) 
(50 mg) 


8 


Oral 


0.1692 ± 

0.1179 

P < 0.001 


6/8 (75%) 


0,7934 ± 0,8607 
P < 0.05 


3 / 8 (37.5% 


Canthin-6-one 
(5mg) 


7 


Oral 


0.1105 ± 

0.0387 

P < 0.001 


7/7(100%) 


0,3953 ±0,7531 
P<0.05 


3 / 7 (42.9%; 


Canthin-6-one 
(5mg) 


8 


SC 


0.2151± 
0.1447 
P < 0.05 


4/7(57.1%) 


0,1347 ±0,6327 
P< 0.001 


2 /6 (33.3%) 



S^rologie: ELISA anti-J. cruzl " " 

10 ® 40 jours post-infection; 1 5 jours post-traitement 
V 68 jours post-infection; 45 jours post-traitement. 
ValeurdeP versus t&noins non trails 

Comme on peut le constater sur la figure 2, la canthin-6-one 
15 administr<§e par voie orale, a une dose de 5 mg/kg/j montre k partir du 39* me jour apr&s 
P infestation, et 15 jours apres la fin du traitement, une activite bien superieure au 
benznidazole employ^ a la dose de 50 mg/kg/j. Elle permet une eradication totale de 
Trypanosoma cruzi de Torganisme infect^, ce qui ne permet pas d'obtenir le 
benznidazole. Ces r^sultats sont confirm6s par la mesure de la density optique (ELISA) a 
20 1 5 et 48 jours apres la fin du traitement comme cela est illustrS sur les figures 3 et 4. 
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Exemple 4 : M6thodologie des essais in vivo sur Tryyanosoma cruzi 
en phase chronique 
Animaux et parasites: 

Les souris de type Balb/c sont eievees dans Panimalerie de PInstitut d' Investigations des 
5 Sciences de la Sante (IICS, Asuncion, Paraguay et sont Sg6es de 6 k 8 semaines lors des 
protocoles experimentaux. Pour ce protocole experimental, la souche CL (clone Brener) de 
T. cruzi est utilis6e sous la forme circulante (trypomastigotes), la souche est maintenue en 
culture de routine sur module animal par passage tous les 14 jours. Les animaux sont 
infectes par voie intrap£riton£ale avec 1000 parasites. Dans ces conditions experimentales, 
10 il se produit un lent dSveloppement des parasites, cette souche produit son pic de parasites 
21 k 28 jours apres Pinfection. La majority des souris survivent (70-80 %) avec une legdre 
deterioration de leur etat general physique et avec une parasit&nie absente ou sub-patente. 
Chaque semaine le nombre de parasites est control^ par preievement au niveau de la queue 
de la souris. 
15 Infection et traitements : 

Pour cette experimentation de longue duree, les traitements d6marrent 120 jours apres 
P infection parasitaire quand la parasitemie est sub-patente chez toutes les souris. Les 
souris sont ensuite divis£es en groupes au hasard. Les traitements avec le benznidazole, le 
medicament de reference, sont administres a la concentration de 50 mg/kg ou 200 mM/kg 
20 par jour pendant 20 jours par voie orale. La canthin-6-one est administree soit par voie 
orale, soit par voie sous-cutanee a la concentration de 5 mg/kg ou 20 mM/kg par jour 
pendant 20 jours. Un extrait total dichloromethanique d'ecorces de tronc de Zanthoxylum 
chiloperone var. angustqfium est administre soit par voie orale, soit par voie sous-cutanee a 
la concentration de 50 mg/kg par jour pendant 20 jours. Pour P administration, les principes 
25 actifs sont dissous dans 50 |il d'une solution saline phosphatee tamponnee (PBS). Les 
souris non traitees et infectees re9oivent 50 (il de PBS. 
Critdres d'evaluation de Pefficacite des traitements : 

- comptage hebdomadaire du nombre de parasites circulant dans le sang 
peripherique pendant la duree de P experimentation, soit 30 semaines. 
30 - Observation de la mortalite 

Trois evaluations serologies, 45 jours avant le debut des traitements, 10 jours 
apres la cessation du traitement et 75 jours post-traitement. L'evaluation 
serologique est effectuee a Paide d'un test ELISA (enzyme linked immuno 
assay) kit Chagas, IICS, Asuncion. Les densites optiques sont mesurees avec un 
35 lecteur de plaques ELISA (Titerek Unistan I). 
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Etudes statistiques : 

La moyenne et les deviations standard de chaque groupe sont calculees, les differences 
entre les groupes sont determinees par le test de Student et le test non-param6trique 
d'analyse de variance de Kruskal-Wallis. Les comparaisons s'effectuent entre le groupe 
5 avow traite et les groupes trails, P<0,05. 

Les r^sultats sont pr6sent6s dans les tableaux III et IV. 
Tableau HI 

Cures parasitologiques chez des souris infect^es chroniquement par T. cruzi et trait6es 
pendant 20 jours avec le benznidazole (n=5\ la canthin-6-one (w=8) et un extrait total de 
10 Zanthoxylum chiloperone vax.angustifolium (n=7) 



i rai xemenx 


Parasit&nie nSgative/nombre de souris survivantes 
(nombre de jours post-traitement) 


Souris t6moins non 
trances 


U 


1 A I 

10j 




oU J 


5/5 


2/4 


1/1 


i/i 


Benznidazole (50 
mg/kg/j) voie orale 


5/5 


2/5 


5/5 


5/5 


Canthin-6-one 
(5 mg/kg) voie orale 


7/8 


7/8 


8/8 


8/8 


Canthin-6-one (5 
mg/kg/j) voie sous- 
cutan6e 


6/8 


7/8 


6/8 


6/8 


Extrait total d 5 €corces de 
Z chiloperone (50 
mg/kg/j) voie orale 


7/7 


7/7 


7/7 


7/7 


Extrait total d'ecorces de 
Z chiloperone (50 
mg/kg/j) voie sous- 
cutan6e 


4/6 


4/6 


5/5 


3/5 



* traitements 108 jours apr&s Tinfection parasitaire 



15 
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Tableau IV 

Effet du traitement avec la canthin-6-one, ou Tin extrait total de Zanthoxylum chiloperone 
var. angustifolium ou du benznidazole sur des souris Balb/c infect^es chroniquement avec 
T. cruzi. 



Traitement 


ELIS A (densite optique ± deviat 
Nombre de jours post-trail 


ion standard) 
tement 




43 jours avant- 
traitement 


lOj 


75 j 


Souris temoins non trait^es 


1,805 ±0,075 


1,913 ±0,115 


1,793* 


Benznidazole (50 mg/kg/j) 
voie orale 


2,072 ± 0,220 


1,712 ±0,473 


1,979 ± 0,350 


Canthin-6-one 
(5 mg/kg) voie orale 


1,878 ±0,348 


1,621 ± 0,547 


1,799 ±0,333 


Canthin-6-one (5 mg/kg/j) 
voie sous-cutanee 


1,916 ±0,368 


1,850 ±0,405 


1,870 ±0,268 


Extrait total d'ecorces de Z. 
chiloperone (50 mg/kg/j) voie 
orale 


1,932 ±0,228 


1,890 ±0,288 


1,961 ±0,172 


Extrait total d'6corces de Z. 
chiloperone (50 mg/kg/j) voie 
sous-cutan6e 


1,718 ±0,264 


1,703 ±0,470 


1,815 ±0,374 



* une seule souris vivante en fin d'exp^rimentation 



Comme on peut le constater dans le tableau HI, la canthin-6-one administree par voie orale, 
a une dose de 5 mg/kg/j pendant 20 jours a partir du 108*™ jour apres Tinfection 
parasitaire, et 79 jours aprds la fin du traitement, a montr6 une activity supErieure au 
benznidazole employ^ a la dose de 50 mg/kg/j. Elle induit une Eradication totale de* 
Trypanosoma cruzi de Torganisme infects et protege les souris de la mort. Ces r6sultats 
sont confirmSs en s6rologie par le test ELIS A k 10 et 75 jours aprds la fin du traitement 
comme cela est illustr6 par les donnSes du tableau IV. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation pour la fabrication d'un medicament destine au traitement 
d'une trypanosomiase d'un compose r6pondant k la formule (I) : 




(I) 



dans laquelle Ri, R2, R3, R4, R5, R$, R7, Rs repr6sentent ind6pendamment 

• un atome d'hydrog&ne, 

• un groupement alkyle en C1-C12 lineaire, ramifie ou cyclique, satur6 

• un atome d'halogene choisi panni le chlore, le fluor, le brome et 



10 l'undel'autre 

ou insature, 
15 l'iode, 

• un groupement halog6noalkyle en C1-C12 dont la chaine alkyle peut 
etre lin£aire, ramifiee ou cyclique, saturee ou insatur£e, et le ou les atomes d'halogene sont 
choisis panni le fluor, le chlore, le brome et Piode, 

• une fonction hydroxyle, 
20 • une fonction nitro -NO 

• une fonction cyano -CN 

• une fonction -SH 

• une fonction acide carboxylique -COOH 

• une fonction amide -CONH 2 
25 • une fonction amine -NH2 

• une fonction alcoxy en C1-Q2 dans laquelle le groupement alkyle 
peut Stre lin£aire, ramifte ou cyclique, satur£ ou insatur6, 

• une fonction ester d'alkyle en C1-C12, dans laquelle le groupement 
alkyle peut Stre lineaire, ramifie ou cyclique, satur£ ou insatur£ 
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• une fonction alkyl amide secondaire ou tertiaire dans laquelle le ou 
les groupements alkyle en C1-C12 peuvent etre lindaires, ramifies ou cycliques, satur6s ou 
insatures, 

• vine fonction alkylamine secondaire ou tertiaire dans laquelle le ou 
5 les groupements alkyle en C1-C12 peuvent etre lin^aires, ramifies ou cycliques, satur6s ou 

insatures, 

• une fonction alkylthio en C1-C12, dans laquelle le groupement alkyle 
peut etre lineaire, ramifie ou cyclique, sature ou insature, 

• un groupement h6terocyclique en C2-C6 comportant 1 a 4 
1 0 heteroatomes choisis parmi le soufre, l'azote et l'oxyg&ne, 

• un groupement -S0 2 -NR'R" ou un groupement -NR , -S0 2 -R"dans 
lesquels R' et R " represented independamment Tun de Pautre xm groupement alkyle en 
C1-C12 lineaire, ramifie ou cyclique, sature ou insature ; 

n repr&sente 0 ou 1 ; 

15 R represente un groupement alkyle en C1-C12 lineaire, ramifie ou 

cyclique, sature ou insature, 

X" represente un anion qui peut etre choisi parmi les anions min€raux ou 

organiques. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compose 
20 de formule (I) est la canthin-6-one. 

3. Utilisation de la canthin-6-one, pour la fabrication d'un medicament 
destine au traitement d'une trypanosomiase selon la revendication 2, caracterisee en ce que 
la canthin-6-one est pr6sente sous forme d'un extrait de plante. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que la canthin- 
25 6-one est pr6sente sous forme d'un extrait d'une plante choisie parmi : Ailanthus altissima, 

Brucea antidysenterica, Ewrycoma hamiandiana, Peganum nigellastrum, Zanthoxylum 
elephantiasis et Zanthoxylum chiloperone. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que la canthin- 
6-one est prfsente sous forme d'un extrait de Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium. 

30 6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, pour la 

fabrication d'un medicament destine au traitement d'une trypanosomiase dans sa phase 

chronique et sa phase aiguS. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 i 5, pour la 

fabrication d'un medicament destine au traitement de la maladie de Chagas. 
35 8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 & 6 

precedentes, caracterisee en ce qu'elle est destinee au traitement d'une trypanosomiase 

causee par l'agent Trypanosoma brucei. 



WO 2004/050092 



PCT/FR2003/003459 



18 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 
pr^cedentes, caracterisee en ce qu'elle est destinee au traitement d'une trypanosomiase 
causee par 1' agent Trypanosoma cruzi 

10. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que l'extrait de 
plante contenant la canthin-6-one est obtenu par un proc^de comportant une premiere etape 
qui consiste a broyer les ecorces s^ch^es du tronc de Zanthoxylum chiloperone var. 
angustifolium puis a les traiter par une solution alcaline aqueuse. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que l'extrait 
de plante contenant la canthin-6-one est obtenue par un precede comportant une seconde 
etape consistant en une extraction par un solvant organique chlore. 

12. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 11 
pr6c6dentes, caracterisee en ce que le medicament est destine a etre administre k une dose 
comprise entre 0,01 et 100 mg/kg/j de compost de formule (I), de preference entre 0,1 et 
50 mg/kg/j, encore plus preferentiellement entre 1 et 20 mg/kg/j. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le medicament est destine a Stre administre par voie orale. 

14. Compost repondant a la formule (I) : 




dans laquelle Ri, R 2 , R 3 , R4, R5, R<>, R7, Rs represented independamment 

l'unde P autre : 

• un atome d'hydrogene, 

• un groupement alkyle en C1-C12 lineaire, ramifie ou cyclique, sature 

ou insature, 

• un atome d'halogene choisi parmi le chlore, le fluor, le brome et 

l'iode, 

• un groupement halogenoalkyle en Q-C12 dont la chaine alkyle peut 
etre lineaire, ramifiee ou cyclique, saturee ou insaturee, et le ou les atomes d'halog&ie sont 
choisis parmi le fluor, le chlore, le brome et Fiode, 
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• une fonction hydroxyle, 

• une fonction nitro -NO 

• une fonction cyano -CN 

• une fonction -SH 

5 • une fonction acide carboxylique -COOH 

• une fonction amide -CONH 2 

• une fonction amine -NH2 

• une fonction alcoxy en C1-C12 dans laquelle le groupement alkyle 
peut etre lin6aire, ramifie ou cyclique, satur6 ou insature, 

10 • une fonction ester d'alkyle en C1-C12, dans laquelle le groupement 

alkyle peut Stre lin6aire, ramifte ou cyclique, satur6 ou insature 

• une fonction alkyl amide secondaire ou tertiaire dans laquelle le ou 
les groupements alkyle en C1-C12 peuvent etre lineaires, ramifies ou cycliques, satures ou 
insatures, 

15 • une fonction alkylamine secondaire ou tertiaire dans laquelle le ou 

les groupements alkyle en C1-C12 peuvent etre lin6aires, ramifies ou cycliques, satures ou 
insatures, 

• une fonction alkylthio en C1-C12, dans laquelle le groupement alkyle 
peut etre lin6aire, ramifte ou cyclique, saturS ou insaturS, 

20 • un groupement h6t6rocyclique en C 2 -C6 comportant 1 k 4 

het6roatomes choisis parmi le soufre, l'azote et Toxygene 

• un groupement -S0 2 -NR'R" ou un groupement -NR'-S0 2 -R 5 Mans 
lesquels R' et R " repr^sentent independamment Pun de P autre un groupement alkyle en 
Ci-Ci2 lin^aire, ramifie ou cyclique, satur£ ou insatur6 ; 

25 n repr6sente 0 ou 1 ; 

R repr^sente un groupement alkyle en C1-C12 lin£aire, ramifte ou 
cyclique, sature ou insatur6, 

X" represente un anion qui peut etre choisi parmi les anions min£raux ou 

organiques, 

30 Tun au moins de R b R 2 , R 3 , R4, R5, R«, R7 et Rg 6tant different de H, ou 

alorsn=l. 

15. Compost selon la revendication 14, caract6rise en ce que X- est 
choisi parmi : l'ion CI", 1'ion Br , l'ion I", 1' ion S\ l'ion P0 3 \ l'ion NO3", l'ion acetate, Tion 
oxalate, l'ion tartarate, 1'ion succinate, Hon mateate, l'ion fumarate, Hon gluconate, l'ion 

35 citrate, l'ion malate, Tion ascorbate, Hon benzoate. 

16. Compost selon la revendication 14 ou la revendication 15, caract6ris6 
en ce que Time ou plusieurs des conditions ci-dessous sont remplies : 
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R3 repr6sente un groupement NH2 ou un groupement alkylamine en 
C1-C12 ou un groupement alkylamide en C1-C12 ou un h6t£rocycle en C2-C 6 comprenant au 
moins une fonction amine ; 

R4 represente un groupement hydroxyle ou un groupement alcoxy en 

3 C,-Ci2 ; 

- Ri = R 2 = R 5 = R*= R 7 = R 8 = H. 

17. Compose selon Tune quelconque des revendications 14 a 16, 
caracterise en ce que Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont remplies : 

R3 represente un groupement NH 2 ou un groupement alkylamine en 
10 Cr-C6 ou un groupement alkylamide en C1-C6 ou un heterocycle en C2-C6 comprenant au 
moins une fonction amine ; 

R4 represente un groupement hydroxyle ou un groupement alcoxy en 

C,-C 6 ; 

Ri = R2 — R5 — R$ = R7 = Rs = H. 
15 18. Compose selon Tune quelconque des revendications 14 a 17, 

caracterise en ce que Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont remplies : 

R3 represente un groupement NH2 ; 
R4 represente un groupement OCH3 ; 

- Ri = R 2 = R 5 = R6 = R? = Rs = H. 

20 19. Compost selon Tune quelconque des revendications 14 a 18, 

caracterise en ce que Ri = R 2 = R3 = R4 = R5 = R$ = R7 = Rs = H et n=l, R est un 
groupement alkyle en Ci-Ce. 

20. Compose selon rune quelconque des revendications 14 a 18, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 
25 - la 4-amino canthin-6-one ; 

- l'iodure de N-methyl canthin-6-one ; 

- la 5-methoxy canthin-6-one. 



21. Medicament, caracterise en ce qu'il comprend un compose selon 
30 Tune quelconque des revendications 14 k 20 dans un support pharmaceutiquement 
acceptable. 
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(68 jours post-infection ou 45 jours post-traitement). 
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